Hydroxyleringen in de rattelever. Een biochemisch, enzymhistochemisch en ultrastructureel onderzoek by Koudstaal, Jan
  
 University of Groningen
Hydroxyleringen in de rattelever. Een biochemisch, enzymhistochemisch en ultrastructureel
onderzoek
Koudstaal, Jan
IMPORTANT NOTE: You are advised to consult the publisher's version (publisher's PDF) if you wish to cite from
it. Please check the document version below.
Document Version
Publisher's PDF, also known as Version of record
Publication date:
1971
Link to publication in University of Groningen/UMCG research database
Citation for published version (APA):
Koudstaal, J. (1971). Hydroxyleringen in de rattelever. Een biochemisch, enzymhistochemisch en
ultrastructureel onderzoek. s.n.
Copyright
Other than for strictly personal use, it is not permitted to download or to forward/distribute the text or part of it without the consent of the
author(s) and/or copyright holder(s), unless the work is under an open content license (like Creative Commons).
Take-down policy
If you believe that this document breaches copyright please contact us providing details, and we will remove access to the work immediately
and investigate your claim.
Downloaded from the University of Groningen/UMCG research database (Pure): http://www.rug.nl/research/portal. For technical reasons the
number of authors shown on this cover page is limited to 10 maximum.
Download date: 12-11-2019
SAMENVATTING
In dit proefschrift wordt een verslag gegeven van een aantal experimenten
welke gedaan worden om te onderzoeken of er enzymhistochemische en/of
andere morfologische criteria zqn te vinden die in relatie staan met hydro-
xylerings-activiteit. Hierdoor zou meer inzicht in hydroxylerings-reacties te
verkrijgen zijn.
In hoofdstuk 2 wordt een literatuuroverzicht gegeven over hydroxylerings-
reacties. De gegevens kunnen als volgt samengevat worden. Er bestaan
tenminste twee hydroxyleringssystemen. Het ene is voornamelijk gelokali-
seerd in het gladde endoplasmatisch reticulum (lichte microsomen). Het zet
vooral type I substraten om. Het wordt gestimuleerd door phenobarbital en
niet door methylcholanthreen. Voor dit systeem bestaat een duidelijk verschil
in activiteit tussen mannetjes en vrouwtjes ratten. In vitro loopt de activiteit
van het systeem snel terug. Het tweede systeem is vooral gelokaliseerd in het
ruwe endoplasmatisch reticulum (zware microsomen). Het zet vooral type II
substraten om. Het wordt gestimuleerd oor phenobarbital en methylcholan-
threen. Voor dit systeem bestaat geen groot verschil in activiteit tussen
mannetjes en vrouwtjes ratten. In vitro loopt de activiteit van het systeem
langzamer terug dan voor type I substraten. Een aantal substraten kan door
beide systemen omgezet worden, aÍhankelijk van het substraat beter door het
ene dan door het andere systeem.
In hoofdstuk 3 worden de gebruikte materialen en methoden beschreven.
In hoofdstuk 4 wordt de ontwikkeling van het hydroxyleringssysteem bij
mannetjes en vrouwtjes ratten op verschillende momenten gedurende de
post-natale periode beschreven. Er werd een evenredig verband gevonden
tussen de histochemisch bepaalde activiteit van de NADPH nitro-BT reduc-
tase, thiolazijnzuur esterase, naftol-AS-D esterase nerzijds en de biochemisch
bepaalde hydroxylerings-activiteit anderzijds. De thiolazijnzuur esterase bleek
gelokaliseerd te zijn op membranen van het glad en ruw endoplasmatisch
reticulum. Dit zou een aanwijzing kunnen zijn voor een verband tussen
esterase- en hydroxylerings-activiteit, aangezien de laatste biochemisch gevon-
den wordt in lichte en zware microsoomfracties afkomstig van deze membra-
nen. Het voorkornen van de esterase n NADPH nitro-BT reductase activiteit
in het centrale gedeelte van de leverlobulus zou er op kunnen wijzen, dat
centrale cellen in tegenstelling tot de perifere een meer op het detoxificerings-
proces gerichte metabole functie hebben. Het verschil in hydroxylerings-
activiteit tussen volwassen mannetjes en vrouwtjes ratten lijkt eerder veroor-
zaakt te zljn door het grotere aantal actieve centrale cellen bij de manneldke
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dieren, dan door een grotere activiteit per cel.
In hoofdstuk 5 wordt de invloed van phenobarbital en methylcholanthreen
beschreven. In genoemd hoofdstukwerd vooral de nadruk gelegd op de verschil-
lendebeinvloedingdoordeze twee stoffenop het hydroxyleringssysteem. Pheno-
barbital stimuleert zowel de inductie van de ethylmorfine-demethylering (een
type I substraat) als de aniline hydroxylering (een type II substraat), terwijl
methylcholanthrèen alleen de aniline-hydroxylerings-activiteit (een type Il
substraat) doet toenemen. We zagen, dat na phenobarbital stimulering de
histochemisch bepaalde activiteit van de NADPH nitro-BT reductase en
naftol-AS-D esterase toenam. Deze vermeerdering was opnieuw evenredig aan
de toeneming van de biochemisch bepaalde hydroxylerings-activiteit. Een
soortgelijk resultaat zagen we na phenobarbital behandeling wat betreft de
histochemisch bepaalde activiteit van de glucose-6-fosfaat dehydrogenase n
iso-citroenzuur dehydrogenase. Te oordelen naar de NADPH nitro-BT reduc-
tase wordt de toename in hydroxylerings-activiteit na 3 dagen phenobarbital
behandeling veroorzaakt door vermeerdering in activiteit per cel, terwijl na 5
dagen ook het aantal cellen met hoge activiteit toeneemt. Na het stoppen van
de behandeling zagen we een afneming van de hydroxylerings-activiteit die
veroorzaakt werd door een vermindering van het aantal actieve cellen in de
leverlobulus.
Ook na de methylcholanthreen behandeling werd een evenredige relatie
gevonden tussen de histochem,sch bepaalde activiteit van de NADPH
nitro-BT reductase en biochemisch bepaalde hydroxylerings-activiteit. Tevens
vonden we een relatie tussen de histochemisch bepaalde activiteit van de
glucose-6-fosfaat dehydrogenase n hydroxylerings-activiteit. In tegenstelling
tot het resultaat na de phenobarbital behandeling vertoonden de histoche-
misch bepaalde activiteit van de naftol-As-D esterase en iso-citroenzuur-
dehydrogenase en dergelijk verband niet. Een ander verschil met de resul-
taten na de phenobarbital behandeling was, dat na de methylcholanthreen
behandeling eerst het aantal actieve cellen toenam, terwijl pas later een
verhoging van de activiteit per cel waargenomen werd. Dit werd beoordeeld
aan de hand van de NADPH nitro-BT reductase. Naar aanleiding van het
verschillende gedrag van de esterase-activiteit na phenobarbital en methyl-
cholanthreen behandeling wordt de suggestie gedaan, dat de naftol-As-D
esterase gebruikt zov kunnen worden om histochemisch onderscheid te
maken tussen de activiteit van type I en type II substraat hydroxyleringen. De
glucose-6-fosfaat dehydrogenase n de isocitroenzuur dehydrogenase kunnen
waarschijnlijk gebruikt worden als maat voor de inductie van respectievelijk
type II en type I substraat hydroxyleringen. Het is waarschijnlijk, dat het
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door deze dehydrogenasen gevormde NADPH gebruikt wordt voor de tipid-
synthese van de gei'nduceerde mernbranen en niet voor de eigenlijke hydro-
xyleringen.
Zowel na de methylcholanthreen als na de phenobarbital behandeling werd
een afname gevonden van het mitochondriale volume per levercel. Op grond
van ultrastructurele waarnemingen lijkt deze afname eerder veroorzaakt te
zijn door het kleiner worden van de mitochondriën dan door een verminde-
ring van het aantal.
Hypertrofie van het glad endoplasmatische reticulum na phenobarbital
behandeling is vooral focaal in bepaalde cellen aanwezig, terwijl de toename
van glad endoplasmatisch reticulum na methylcholanthreen behandeling meer
diffuus in bepaalde cellen gevonden wordt. Combinatie van deze gegevens met
de histochemische resultaten betreffende de NADPH nitro-BT reductase deed
ons het volgende veronderstellen. Phenobarbital stimuleert de vorming van
een reeds in de cel voorkomend hydroxylerings-systeem en endoplasmatisch
reticulum, wat in eerste instantie leidt tot een toename van deze groot-
heden per cel en pas in latere fase tot een vermeerdering van het aantal
actieve cellen in de leverlobulus. Methylcholanthreen daarentegen zal de
vorming van een nieuw hydroxylerings-systeem en endoplasmatisch reticulum
initiëren, wat in het begin zal leiden tot een diffuse toename van beide
grootheden in een groot aantal cellen en pas later tot een duidelijk vermeerde-
ring per cel.
Ín hoofdstuk 6 werd de invloed van 24 uur vasten op de lever onderzocht.
Er werd daarbij een constante verhouding van kernvolume en cytoplasma-
volume gevonden. Evenals bij het in de vorige hoofdstukken vermelde
onderzoek werd opnieuw een verband gevonden tussen de biochemisch
bepaalde hydroxylerings-activiteit per gram lever enerzijds en de histoche-
misch bepaalde activiteit van de NADPH nitro-BT reductase en naftol-As-D
esterase activiteit anderzijds. De toename van de hydroxyleringsactiviteit per
gram lever na het vasten wordt verooÍzaakt door een toename van het aantal
cellen, terwijl de activiteit per cel slechts weinig verandert. Het hepatocyt-
volume nam onder invloed van vasten af van t 8000 u3 naar t 5700 u3. Deze
afname ging gepaard met een daling van t 30% van het RNA, fosfolipide- en
eiwitgehalte per cel. De invloed van 24 uur vasten op niet behandelde n met
phenobarbital behandelde dieren was gelijk.
In hoofdstuk 7 wordt een slotdiscussie gegeven. Het hoofdstuk kan als
volgt samengevat worden.
De niet steeds optredende evenredige relatie tussen de hydroxylerings-
activiteit en het volume van het glad endoplasmatisch reticulum werd
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verklaard door twee veronderstellingen. Ten eerste dat tijdens de inductie van
hydroxyleringssystemen membranen worden gesynthetiseerd, waarin di'
hydroxyleringssystemen worden ingebouwd. Deze membranen zouden lang
zamer afgebroken worden dan de hydroxyleringssysternen. Ten tweede dat er
twee soorten endoplasmatisch reticulum bestaan: membranen die relatief veei
en membranen die relatief weinig hydroxyleringssystemen bevatten. Met
behulp van gecombineerd eletronenmicroscopisch, autoradiografisch en rnor-
fometrisch onderzoek, kan de relatie tussen endoplasmatisch reticulurn en
hydroxyleringsactiviteit nader onderzocht worden. Onder experirnentele om-
standigheden, als beschreven in dit proefschrift, zouden dieren radioactieve
precursors toegediend kunnen worden voor de synthese van respectievelijk
het hydroxyleringssysteern ((6-amino-levulinezuur) en het endoplasmatisch
reticulum (aminozuren of fosfolipiden).
De resultaten van ons onderzoek zouden erop kunnen wijzen dat de
NADH nitro-BT reductase voorai in kleine en barnsteenzuur dehydrogenase
meer in grote mitochondriën voorkomt. Verder onderzoek naar de relatie
tussen structuur en activiteit van het mitochondrion zal zich niet mogen
beperken tot bestudering van het totale volurne, rnaar zal ook aandacht
moeten besteden aan volume en oppervlak van mitochondriale cristae, matrix
en buitenmembraan. In het kader van het onderzoek over hydroxylerings-
reacties lijkt een dergelijk onderzoek van belang, omdat naast verandering in
hydroxyleringsactiviteit van cellen ook andere metabole processen zullen
veranderen.
De vraag werd gesteld in hoeverre de verkregen resultaten toegepast
kunnen worden brj de bestudering van leverpunctaten van de mens. Het
probleem bij histologisch onderzoek van leverpunctaten is, dat niet onder
gestandaardiseerde omstandigheden gewerkt kan worden. De verhouding in
activiteit tussen perifere en centrale cellen zal waarschijnlijk meer informatie
geven dan de bepaling van de absolute activiteit per cel. Eerst door onderzoek
van een groot aantal leverpunctaten zal een indruk verkregen kunnen worden
over de "normale" activiteit bij mensen. Gebruik van de NADPH nitro-BT
reductase zou in combinatie met de klinische en functioneel-biochemische
gegevens van belang kunnen zijn voor de hydroxyleringsactiviteit in een
bepaald geval. Hierbij werd gedacht aan patienten met hepatitis, levercirrhose,
medicamenteuze leverbeschadiging, steroidcholestase en zwangerschapcholes-
tase, om enkele voorbeelden te noemen.
Concluderend werd vermeld dat, evenals bij dierexperimenteel onderzoek,
een combinatie van methodische benaderingswijzen de beste kans biedt op
het verkrijgen van meer inzicht in de hydroxylerings-processen. Een dergelijk
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onderzoek lijkt zeer gewenst, gezien de toenemende mate waarin de mens in
aanraking komt met stoffen die door de lever moeten worden afgebroken.
Aan het slot werden nog enkele opmerkingen gemaakt over de toepassings'
mogelijkheden van de verkregen resultaten op hydroxyleringen in steroid-
producerende cellen. Het lijkt aannemelijk dat de NADPH nitro-BT reductase
gebruikt kan worden als maar voor hydroxylerings-reacties, de niet-specifieke
esterasen als indicator voor microsomale processen en de glucose-6-fosfaat
dehydrogenase en iso-citroenzuul dehydrogenase als aanduiding voor de
cholesterol-svnthese.
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